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(54) Souche de levure permettant la co-expression d'une activite mono-oxygenase de cytochrome P450 heter lo- 
gue et d'une NADPH-cytochrome P450-reductaM endogene ou heterologue et son utilisation a des fins de 
bioconversion. 



(57) La presente invention conceme une souche de levure 
pemnettant la co-expression d'une activite mono- 
oxygenase de cytochrome P450 heterologue et d une 
NADPH-cytochrome P450-reductase endogene ou hetero- 
logue, caracterisee en ce que Tun des* genes de la 
NADPH-cytochrome P450-reductase ou du cytochrome 
P450 est integre dans le chromosome de ladite souche. et 
la souche est transformee par un vecteur portant une cas- 
sette d'expression de Tautre gene. 

(.'invention conceme egalement Tutilisation a des fins de 
bioconversion de ladite souche de levure ainsi qu'une se- 
quence d'ADNc codant pour le cytochrome P450 CA4H de 
topi nam bour Heliantus tuberosus. 
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La presente invention concerne une souche de levure permettant 
la co-expression d'une activite mono-oxygenase de cytochrome P450 
microsomal heterologue et d'une NADPH-cytochrome P450-reductase 
endogene ou heterologue. 
5 La presente invention concerne egalement un procede de co- 

expression chez une levure d'une activite mono-oxygenase de cytochrome 
P450 microsomal heterologue. et de la NADPH-cytochrome P450-reductase 
endogene ou heterologue. 

La presente invention concerne egalement Tutilisation a des fins 
10 de bioconversion d'une souche de levure selon Pinvention. 

Plus precisement, la presente invention concerne un procede de 
bioconversion destine a la monoxygenation specifique, notamment a 
Thydroxylation stereospecifique, d'un compose substrat d'un cytochrome 
P450. 

15 La presente invention concerne enfin une sequence d'ADNc codant 

pour le cytochrome P450 catalysant 1'hydroxylase du trans-cinnamate 
dans les tubercules de topinambour ou CA4H. 

Les cytochromes P450 sont des proteines a activite mono-oxygenase 
qui constituent une des plus grandes superfamilles de genes connue chez 

20 les eucaryotes superieurs. lis sont capables d'oxyder une tres grande 
variete de substrats generalement hydrophobes en se servant de 
l'oxygene moleculaire dissous dans le cytoplasme, ainsi que des 
equivalents reducteurs founds par la NADPH-cytochrome P450-reductase. 
Ces reactions sont le plus souvent caracterisees par l'insertion d'un atome 

25 d'oxygene dans des liaisons C-H, C=C, N~N, soit par Poxydation d'un 
h^teroatome ou encore dans des cas plus rares par une reduction de 
groupes nitro ou une deshalogenation (Guengerich et Macdonald, 1990, 
FASEB J. 4, pp 2453-2459). 

Les cytochromes P450 sont des prolines membranaires associes le 

30 plus souvent au reticulum endoplasmique, quelques formes etant 
mitochondriales. 

Leur intervention chez l'homme et les animaux dans les premieres 
etapes de la metabolisation de substances xenobiotique telles que les 
medicaments ou des polluants, ainsi que leur implication dans des voies 
35 importantes du metabolisme endogene des steroides membranaires et 
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hormonaux, des acides biliaires, des pheromones, de la vitamine B, des 
acides gras, des prostaglandins ont fait des cytochromes P450 un objet 
d'un vif interet (Nebert et Gonzales, 1987, Ann. Rev. Biochem. 56, pp 945- 
993). 

5 Les intenses efforts de recherche se sont traduits par le 

developpement d'un grand nombre d'outils biochimiques, 
immunologiques et genetiques qui ont permis l'isolement d'environ 200 
sequences d'ADN (genomique ou ADNc) a ce jour. 

Par rapport au nombre rapidement croissant des sequences 

10 connues de nombreuses isoformes de cytochromes P450 chez l'homme et 
chez les animaux, aucune sequence d'ADN d'un cytochrome P450 avec une 
fonction bien definie a ete isolee. Bozak et al. (1990, PNAS, 90) ont bien 
reporte le clonage d'un ADNc vegetal possedant toutes les caracteristiques 
conservees au sein des cytochromes P450 mais on n'a pas pu lui associer 

15 une fonction. Dans le cadre de la presente invention, est revendiquee la 
sequence d'ADNc d'un cytochrome P450 vegetal, la ca4H, qui catalyse 
Thydroxylation en position 4 du trans-cinnamate. Le produit ainsi forme 
est le trans-coumarate. 

D'une maniere generale, les progres de la recherche dans le 

20 domaine des cytochromes P450 de plantes ont ete retardes en raison de 
leur faible teneur dans les tissus vegetaux et des grandes difficultes 
auxquelles on se heurte lors de leur purification. Neanmoins, on possede 
aujourd'hui de serieuses evidences que les cytochromes P450 de plantes 
sont tres similaires aux cytochromes P450 de mammiferes concernant les 

25 types de reaction, les mecanismes de reaction et le cycle catalytique 
(Reichart et al., 1980, Plant Physiol. 66, pp 600-604). Les oxydations de 
substrats endogenes dans les plantes, catalysees par des ctytochromes 
P450, comprennent des hydro xylations de composes aliphatiques et 
aromatiques, des epoxydations, des demethylations et des rearrangements 

30 intramoleculaires. Une quarantaine d'activites enzymatiques catalysees 
par des cytochromes P450 ont ete caracterisees jusqu'a present chez les 
vegetaux. Elles sont impliquees dans les metabolismes des 
phenylpropanoides, des terpenes des lipides et participent aussi a la 
synthese des phytoalexines, des anthocyanes, des tannins, des aromes, des 

35 hormones, des sterols membranaires, des alcaloides et des cutines et 
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suberines. Compte tenu de leur participation a la synthese de ce large 
nombre de metabolites vegetaux dont certains presentent un grand interet 
industriel en tant qu'additifs alimentaires ou pigments naturels, le 
clonage et la surexpression coordonnee de cytochromes P450 dans un 
5 microorganisme adapte afin d'y effectuer des reactions de bioconversion 
est clairement digne d'interet. 

II a ete egalement reporte la dealkylation de substances 
xenobiotiques (Fonne et al., 1988, Plant Sci., 55, pp 9-20), On constate un 
net gain d'interet agronomique dans les cytochromes P450 de plantes 

10 puisqu'ils interviennent dans les premieres etapes de la metabolisation de 
certains pesticides ou herbicides tels que le diclofop ou le chlortoluron 
(Zimmerlin et Durst, 1990, Phytochemistry, 29, pp 1729-1732, Fonne-Pfister 
et Kreuz, 1990, Phytochemistry 29, pp 2793-2797) ce qui leur confere une 
resistance selective a ces produits. Leur maitrise et la comprehension de 

15 leur fonction est done de premiere importance pour Tindustrie 
agronomique. 

De part sa position cle dans le metabolisme secondaire de la plante, 
la cinnamate 4-hydroxylase a P450, qui est le point de depart commun a la 
synthese d'un nombre tres important de voies metaboliques, dont les 

20 produits finaux ont des roles cruciaux soit comme support structural de la 
cellule (lignines, phenols de la paroi), soit comme support a la protection 
superficielle (suberines), soit comme substance de defense de la cellule 
veg6tale contre des agents pathogenes (flavonoides, isoflavonoides, 
stilbenes, acides phenoliques, tannins), soit comme filtrees de 

25 rayonnement UV. Outre ces fonctions vitales, un certain nombre de 
composes issus de ces voies metaboliques sont tr6s recherches dans 
Pindustrie alimentaire soit comme arome ou colorant naturels. Pour 
exemple, on peut citer la vanilline, dont la premiere etape de la 
biosynth6se dans la gousse de Vanilla planifolia est la transformation du 

30 trans-cinnamate en trans-coumarate. Le marche mondial de la vanilline 
est actuellement estime a 5 000 tonnes/an. 
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La presente invention a pour objet une souche de levure 
permettant la co-expression d'une activite mono-oxygenase de 
cytochrome P450 heterologue et d'une NADPH-cytochrome P450-reductase 
endogene ou heterologue, caracterisee en ce que Tun des genes de la 
5 NADPH-cytochrome P450-reductase ou du cytochrome P450 est integre 
dans le chromosome de ladite souche, et, la souche est transformee par un 
vecteur portant une cassette d'expression de 1'autre g6ne. 

Ledit vecteur peut etre un vecteur d'integration ou non. 

Lorsque ledit vecteur est un vecteur d'integration dans le 
10 chromosome de la souche, les deux genes se trouvent done en fait integres 
dans le genome de la souche. 

La presente invention a done en particulier pour objet une souche 
de levure permettant la co-expression de l'activite mono-oxygenase de 
cytochrome P450 heterologue et d'une NADPH-cytochrome P450-reductase 
15 endogene ou heterologue, caracterisee en ce que le gene de la NADPH- 
cytochrome P450-reductase est integre dans le genome chromosomique de 
ladite souche et la souche est transformee par un vecteur portant une 
cassette d'expression du gene de cytochrome P450 heterologue. 

On utilisera, de preference, un gene de cytochrome P450 
20 microsomal. 

On entend ici par "microsomal" les fractions de membranes 
intracellulaires, notamment du reticulum endoplasmique, rugueux ou 
lisse, de Pappareil Golgi. 

Dans un mode de realisation particulier, ledit vecteur n'est pas un 
25 vecteur d'integration mais un vecteur replicatif, notamment plasmidique. 

Dans la presente demande de brevet, on entend par "gene 
heterologue" un gene provenant d'un organisme autre qu'une levure. 

Dans un mode de realisation particulier le cytochrome P450 
microsomal heterologue est d'origine vegetale. 
30 On cite plus particulier ement comme cytochrome P450 microsomal 

selon 1'invention la proteine catalysant 1 'hydroxylase du trans- 
cinnamate, encore appelee proteine CA4H, notamment provenant des 
tubercules de topinambour Heliantus tuberosus . 
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De fagon appropriee, ledit gene dudit cytochrome P450 est la 
sequence d'ADNc codant pour ledit cytochrome P450. 

Ledit gene dudit cytochrome P450 peut etre un gene hybride. 

On entendu par "gene hybride" un gene pouvant resulter de 
5 recombinaisons homologues entre deux gfenes de cytochrome P450 
d'origines differentes, notamment d'organismes differents, ou pouvant 
resulter de fusions de parties de genes de cytochrome P450 d'origines 
differentes, notamment d'organismes differents. 

En particulier on cite la sequence d'ADNc codant pour la CA4H telle 
10 que representee a la figure 1 . 

Dans un mode de realisation particulier, la NADPH-cytochrome P450- 
reductase est la NADPH-cytochrome P450-reductase endogene de levure. 

Dans un autre mode de realisation ledit g6ne de la NADPH- 
cytochrome P450-reductase consiste dans la sequence d'ADNc codant pour 
15 la NADPH-cytochrome P450-reductase.heterologue. 

Le clonage de genes de NADPH-cytochrome P450-reductase 
heterologues, en particulier de plantes, a ete decrit dans la demande de 
brevet frangais n c 92 04491. 

On peut citer en particulier, de fagon appropriee, comme gene de 
20 NADPH-cytochrome P450-reductase, les genes d'origine vegetale, 
notamment les genes de NADPH-cytochrome P450-reductase d' Arabidopsis 
thaliana ou de topinambour Heliantus tuberosus . 

Les sequences d'ADNc codant pour ces genes d'origine vegetale ont 
ete representees dans la demande de brevet francais n° 92 04491. 
25 Dans un mode de realisation particulier, lorsque le gene de NADPH- 

cytochrome P450-reductase est h6terologue il est du meme genre et de la 
meme espece que le cytochrome P450 heterologue. 

De maniere a obtenir une integration la plus stable possible, de 
preference le gene de la NADPH-cytochrome P450-r6ductase est integre 
30 dans le locus de la NADPH-cytochrome P450-reductase endogene. 

Selon l'invention, la souche de levure peut etre choisie notamment 
parmi les genres Saccharomvces. Hansenula . Kluvveromvces . Pichia et 
Yarrowia. 



35 



2693207 



On cite plus particulierement les levures du genre Saccharomyces 
cerevisiae. 

Avantageusement, pour permettre une bonne modulation et une 
regulation de l'expression du cytochrome P-450 dans ledit vecteur, le gene 
5 de cytochrome P450 est mis sous le controle d'un promo teur inductible. 

Dans un mode de realisation particulier, on a utilise le vecteur 
pYEDP60 decrit ci-apres. 

Avantageusement egalement, on a remplace le promoteur naturel 
de la NADPH-cytochrome P450-reductase, laquelle a ete mise sous le 
10 controle d'un promoteur heterologue inductible. 

Avantageusement encore, le gene de NADPH-cytochrome P450- 
reductase et le gene de cytochrome P450 sont places sous le controle d'un 
meme promoteur inductible, en particulier, le promoteur GAL 10 CYC1 
inductible en milieu galactose. 
15 Dans un mode de realisation particulier, ladite souche est obtenue a 

partir de la souche PES 1-3-U deposee a la Collection Nationale de Cultures 
de Microorganismes (CNCM) sous le n° 1-1187. Cette souche a ete decrite 
dans la demande de brevet frangais n' 92 04491. 

Cette souche exprime, lorsqu'elle est utilisee sur un milieu 
20 contenant du galactose, un niveau de NADPH-cytochrome P450-reductase 
qui est 20 a 30 fois superieur au niveau present dans la souche parentale 
comportant le promoteur naturel. A Tinverse, en Pabsence de galactose, le 
niveau de reductase present est extremement faible, en fait indetec table, 
c'est-i-dire au moins 100 fois inferieur au niveau present dans la souche 
25 parentale. 

Des niveaux d'expression intermediates entre ces deux extremes 
sont possibles en utilisant soit des durees d'induction par le galactose 
limitSes (0 a 12 heures), soit des cultures en presence d'un melange adapte 
de glucose et de galactose. 
30 Dans I'exemple de realisation detaille qui va suivre ladite souche est 

la souche WRCA obtenue par transformation de la souche PES 1-3-U par le 
vecteur pCA4H/YeDP60. 
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De preference, pour obtenir les taux d'expression maximum, la 
souche que co-exprime la DADPH-cytochrome P450-r6ductase est le 
cytochrome P450 dans un rapport molaire NADPH-cytochrome P450- 
reductase/cytochrome P450 optimum entre 1/3 et 1/10, notamment 1/5. 

5 La variation des taux d'expression respectifs peut etre obtenue en 

variant le nombre de copies des g6nes respectifs et/ou en employant des 
promoteurs differents et plus ou moins forts et/ou en d^calant le temps 
d'induction des promoteurs respectifs. 

Dans le but d'obtenir des grandes quantites d'une molecule d'interet 

10 industriel par un procede de byconversion, le choix du microorganisme le 
mieux adapte pour Pexpression du complexe cytochrome P450/P450 
reductase est primordial. A cet egard, selon la pr^sente invention, la 
levure S. cereviae. recombinee dans l'optique de conferer au P450 
heterologue un environnement optimal pour Texpression efficace de son 

15 activite est particulierement appropriee pour les raisons suivantes : 1) la 
levure S. cer. est un microorganisme unicellulaire eucaryotique 
contenant l'infrastructure celluiaire (le reticulum endoplasmique) 
necessaire pour Pexpression de cytochromes P450 microsomales, 2) S. cer. 
etant le microorganisme eucaryotique le mieux etudie a ce jour, un grand 

20 nombre d'outils biochimiques et g6netiques ont ete mis au point, 3) S. cer. 
a ete montre comme un bon syst^me d'expression pour un grand nombre 
de cytochromes P450 de mammif&res, 4) de part de son temps de generation 
court pour une cellule eucaryotique et par sa faculte de pouvoir pousser a 
des hautes densites cellulaires dans des milieux peu complexes, S. cer. est 

25 un systeme modele pour une approche industrielle de production de 
molecules d'interet par byconversion. 

Selon la presente invention, une attention particuliere a ete portee 
k la co-expression i.un haut niveau de la CA4H et de la P450 reductase 
associ^e. La P450 reductase ayant un cycle catalytique plus rapide que les 

30 cytochromes P450, il est particulierement important de respecter un 
rapport molaire essentiel au bon fonctionnement dans la levure. En effet, 
un rapport molaire reductase/P450 heterciogue trop bas conduit a une 
faible activite specifique du fait du d^faut en reductase. Un rapport 
molaire reductase/P450 heterologue trop eleve conduit a la destruction 

35 d'une fraction importante du P450 du fait du fort accroissement de cycles 
abortifs . C'est pourquoi, afin de respecter au mieux un rapport molaire 
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optimal reductase/P450 on a utilise, selon I'invention, une levure 
recombinante chez laquelle le promoteur naturel du gene endogene de la 
P450 reductase a ete remplace par le promoteur inductible GAL10/CYC1. 
Puisque la sequence de la C4AH sur plasmide est sous controle du meme 
5 promoteur on peut raisonnablement admettre que le rapport molaire final 
est donne par le nombre de copies du plasmide par rapport au gene copie 
simple de la reductase. 

Selon la presente invention, on a construit une souche 
recombinante de levure qui assure un niveau optimal pour l'expression du 

10 premier cytochrome P450 de piante a fonction connue. Plus precis6ment, 
pour un niveau d'expression comparable a celui trouve dans la litterature 
de 100 picomoles par mg de proteines microsomales, l'activite specifique 
est de l'ordre de 400 min-1, la valeur la plus elevee jamais mesuree pour 
un cytochrome P450 microsomal. Cette activite reste de surcroit stable dans 

15 le temps. En particulier, selon la presente invention on decrit done une 
souche recombinante de levure qui sur les criteres de productivity est tout 
a fait adaptee a la bioconversion du trans-cinnamate en tr-coumarate par 
la CA4H de topinambour. 

La presente invention fournit done egalement un procede de co- 

20 expression chez une levure de Tactivite mono-oxygenase de cytochrome 
P450 microsomal heterologue, caracterise en ce qu'on cultive dans un 
milieu de culture approprie une souche selon Tinvention. 

La presente invention a egalement pour objet Tutilisation a des 
fins de bioconversion d'une souche de levure selon Tinvention. 

25 La presente invention a, en particulier, pour objet un procede de 

bioconversion destine a la monoxydation specifique d'un compose substrat 
d'un cytochrome P450, caracterise en ce qu'on convertit un milieu 
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contenant ledit compose ou un precurseur avec i'une des souches selon 
l'invention exprimant l'activite monoxygenase dudit cytochrome P450 et 
en ce qu'on recupere ledit compose substrat monoxygene. 

De preference, on utilise comme milieu de conversion le milieu de 
5 culture de la souche. Neanmoins, il est possible de prevoir, lorsque la 
masse de levure initialement cultivee est suffisante, d'effectuer la 
conversion dans un milieu qui n'est pas un milieu de culture. 

En g£n6ral, le substrat est contenu dans le milieu, il rentre dans les 
cellules ou il est convertit, puis est relargue dans le milieu, Toutefois, dans 
10 certains cas, le milieu peut contenir uniquement un precurseur du 
substrat, le substrat n'apparaissant qu'a l'int^rieur apres transformation 
du precurseur. 

La mono-oxydation peut etre, par exemple, une hydroxylation 
stereospecifique, notamment lorsque le cytochrome P450 est la CA4H, 
15 auquel cas le compost substrat est le trans-cinnamate et on recupere le 
trans-coumarate . 

Enfin, la presente invention a aussi pour objet une sequence 
d'ADNc codant pour le cytochrome P450 CA4H de topinambour Heliantus 
tuberosus.. notamment la sequence d'ADNc telle que representee a la 
20 figure 1 ou une sequence d'ADNc s'hybridant dans des conditions 
faiblement strmgentes k 50°C et/ou presentant au moins 60 % d'homologie 
avec Tune des sequences prec6demment decrites. 

D'autres caract^ristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront k la lumi^re de la description detaill6e du mode de realisation 
25 qui va suivre, illustree par les dessins annexes sur lesquels : 

- la figure 1 represente TADNc du gene de cytochrome P450 de 
topinambour Heliantus tuberosus CA4H, 

- la figure 2 represente le schema de clonage de la CA4H de 
topinambour dans le vecteur de lecure pYED P60, 

30 - la figure 3 represente, schematisee, la souche de lecure WRCA 

surexprimant simultanement en milieu galactose une CA4H exogene et la 
NADPH-cytochrome P450-reductase endogene (ci-apres abrege par "P450- 
reductase"), 
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- la figure 4 represente le spectre de difference d'absorption en 
presence de monoxyde de carbone d'une fraction microsomale de souche 
WRCA, 

- la figure 5 represente le spectre de perburbation de type I suite a 
5 l'ajout de l'acide trans-cinnamique aux microsomes a partir de la culture 

induite de la souche WRCA, 

- la figure 6 represente un chromatogramme de detection du trans- 
cinnamate apres conversion du trans-cinnamate par une culture de WRCA 
en milieu galactose, 

10 - la figure 7 represente la variation de Tamplitude d'absorption 

dans un spectre de perturbation de type I en fonction du trans-cinnamate 
ajoute en quantites croissantes a des microsomes oxydes issus d'une 
culture induite de la souche WRCA, 

- la figure 8 represente l'efficacite de couplage entre la NADPH 
15 P450-reductase de levure et la CA4H de topinambour dans les microsomes 

de la souche WRCA, 

- la figure 9 montre une representation selon linweaver-Burte 
dormant 1'inverse des activites CA4H mesurees en fonction de 1'inverse de 
la concentration de trans-cinnamate ajoute permettant la determination 

20 de la vitesse maximale de conversion de la CA4H dans les microsomes de 
levure ainsi que le Km, 

- la figure 10 represente la cinetique de formation de p-coumarate 
sur des microsomes de WRCA, 

- la figure 1 1 represente la cinetique de formation de p-coumarate a 
25 partir du trans-cinnamate sur cellules entieres contenant la CA4H de 

topinambour. 
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P ARTIE EXPERIMENTALE 

1) Isolation de I'ADNc du Cytochrome P450 catalysant 
1 1 hydroxylation du tr-cinnamate dans les tubercules de 
topinambour (CA4H = cinnamate 4-hydroxylase.E»C. 1 . 14 , 13 » 1 ) » 
5 La procedure de clonage de la CA4H met en oeuvre 

des methodes classiques de la biologie moleculaire connues 
de l'homme de I'art. Le protocole de pur if ication, ainsi 
que I'obtention d'un anticorps anti-CA4H specif ique & 
I'aide de la proteine purifi£e, est ddcrit dans la litte- 

10 rature scientifique (Gabriac et al , Archives of 

Biochemistry and Biophysics, 1991 , Vol 288, pp 302-309) 
et n'est pas repris en detail ici. Brifevement, des tran- 
ches de tubercules de topinambour , incubus dans un milieu 
contenant du manganese pour induire la synthese de l'acti- 

15 vite enzymatique de la CA4H, constitue le materiel de de- 
part pour la preparation de la fraction microsomale . II 
suit une premiere £tape d 1 enrichissement en CA4H par une 
partition de phases en triton X-114, et deux Stapes de 
chromatographie sur DEAE-Trisacryl et sur Hydroxylapatite • 

20 La proteine ainsi purifide, qui montre un poids molecu- 
laire apparent de 5 7KD en gel SDS-Acrylamide , a 6t£ utilise 
pour la fabrication d'anti— corps polyclonaux, Ces anti- 
corps r^agissent de maniere selective avec un polypeptide 
de 57 KD en Western blot et inhibent aussi fortement 

25 1 T activity CA4H dans des microsomes de diff ^rentes es- 

pfeces vegdtales. Leur utilisation pour cribler une banque 
d'ADNc de topinambour dans le phage lambda gt11, obtenue 
a partir de tubercules induits pour la surexpression de la 
CA4H, a permis d'isoler un fragment d'ADNc de 1130 bp 

3 0 presentant des sequences caracteristiques de cytochromes 
P4 50 bacteriens, fongiques ou animaux. Ce fragment a et6 
ensuite utilise comme sonde pour cribler une deuxieme 
banque d'ADNc de topinambour dans le phage lambda gtIO 
construite par amorgage a 1'oligodT. Ceci a permis d'iso- 

35 ler un clone de 1608 bp qui presente toutes les sequences 
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caract£ristiques d l un P450 et la sequence complete est 
montr^ en figure 1 . Cet ADNc peut etre identif L6 comme 
etant celui de la CA4H de topinambour pour des raisons 
suivantes : a) les pH iso£lectriques de la protdine pu- 
5 rifi£e et celui calcule du polypeptide issu de 1 1 ADNc , 
sont tous deux voisins de pH 9,0 b) l'anticorps anti- 
CA4H reconnait dans la banque d' expression un polypeptide 
de fusion presentant des sequences caract^ristiques de 
P450 c) la partie 5' terminale du polypeptide d^duit de 

10 I 1 ADNc isole par criblage immunologique avec un anticorps 
sp^cifique anti-CA4H est totalement identique a la se- 
quence N-terminale de la CA4H purifi^e. 

Nous disposons done de la premiere sequence nucl^o- 
tidique codant pour un cytochrome P450 d f origine vdgetale 

15 de fonction connue, determinee a ce jour. 

2) Clonage de la region codante de la CA4H de Topinambour 
dans ie vecteur d' expression de levure pYEDP 6 0 

La methode de clonage schematise en figure 2 fait 
appel a une 6tape d' amplification par PCR, qui par un 

20 choix judicieux des oligonucleotides servant d' amorces 
pour la PCR/ rdsulte en 1 1 amplification selective de la 
region codante de la CA4H, debarrasse I'ADNc amplifid des 
bordures 5* et 3' non-codantes et introduit egalement des 
sites de restriction convenables pour la suite du sous- 

25 clonage. Apres un passage du fragment d 1 ADNc amplifie 

poss^dant des bouts francs dans pUC 19 digere par Smal, 
le plasmide pCA4H ainsi obtenu est ensuite diger6 par des 
enzymes de restriction adequats flanquant le fragment 
d 1 ADNc / qui ont €t6 pr6alablement introduit s par PCR. Le 

30 vecteur de levure pYEDP6 0 est ensuite diger£ au niveau 
du site de multiclonage situe entre le promoteur GAL1 0/ 
CYC1 et le terminateur PGK de fagon a generer un vecteur 
lineaire comprenant des bouts compatibles avec le frag- 
ment d 1 ADNc contenant la region codante de la CA4H . Puis 

35 on procede a la recircularisation dans un milieu reaction- 
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nel comprenant le vecteur linearis^, le fragment d'ADNc 
contenant la CA4H et de la ligase. Le vecteur recircula- 
rise airxsi obtenu contient les sequences necessaires a la 
propagation chez £ • coli (origine de replication et le 
5 gene bla conf^rant la resistance & 1 1 ampicilline chez 

E. coli) , a la propagation chez S. cer (origine de repli- 
cation chez S. cer et les g&nes URA3 et ADE2 permettant 
de complementer les auxotrophies de la souche h6te) , ainsi 
que les signaux de regulation permettant l 1 induction de 
10 I 1 expression de l'ADNc codant pour la CA4H en milieu ga- 
lactose (figure 2) . Toutes les m£thodes utilisdes afin 
de r£aliser ce clonage sont des m£thodes standard et bien 
decrites dans des livres de reference (Sambrook, Fritsch 
and Maniatis, 1989, Molecular Cloning, 2 6d., CSH Labora- 
15 tory Press). La construction du vecteur de levure 

pYEDP 60 a 6t6 d6crit dans la littdrature (Urban, Cullin 
et Pompon, 1990, Biochimie, 72, pp 463-472) . 
3) Caracterisation de l'activite enzymatique de la CA4H 
chez S. cer, 

3,1) Description de 1 1 environnement genetique de la souche 
WRCA 

En figure 3 est schematise la souche de levure 
WRCA qui a ete construite de fagon surexprimer simulta- 
n^ment en milieu galactose la CA4H exogene et la P450 
Reductase endogfene. La souche WRCA est obtenue par trans- 
formation de la souche PES 1-3U par le plasmide pCA4H/ 
YeDP60 decrit ci-dessus. La souche PES 1-3U, qui porte 
comme mutations connues Ura3 , Ade2, His1 , et Leu2, a ete 
transforms selon une mdthode standard au chlorure de li- 
thium (Pompon, 1988, Eur. J. Biochem., 177, pp 285-293), 
suivie d'une selection pour la restauration du. phenotype 
Ade+ qui est apporte en presence du plasmide. La souche 
PES 1-3U, dont la description d^taillee fait objet d'une 
demande de brevet en France n° 91 08884, a ete deposee 
aupr&s de la Collection Nationale des Cultures et de 



25 
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Microorganismes le 17 mars 1992, sous le num^ro de ddpot 
1-1187, Cette souche haplolde (mating type alpha) est 
completement isogenique & la souche de laboratoire 
W303.1B, sauf la region promotrice pr6c6dant la phase 
codante de la P4 50 Reductase endog&ne, qui est modifide 
par recombinaison homologue de facon k remplacer le pro- 
moteur naturel de la P450 Reductase par le promoteur in- 
ductible GAL 10 -CYC 1 . 

3.2 Determination de la concentration en Cytochrome . 

P450 dans la fraction microsomale de la souche WRCA 
On realise une prEculture (150 ml) de la souche 
WRCA en milieu SW5 a 28 °C sous agitation moder^e (100 rpm) 
jusqu'a une densite cellulaire de 3 OD, puis on ajoute 
1 vol/vol de milieu YPGAL (induction de la CA4H et de la 
P450 Reductase) et on continue la culture jusqu'a une 
densite cellulaire de 10 OD, On arrete la culture par 
centrifugation des cellules puis on procede 2t la prepara- 
tion des microsomes selon un proc£dd standard impliquant 
la casse mecanique des cellules (Cullin et Pompon, 1988, 
Gene, 65, pp 203-217). On obtient ainsi une solution 
homogene de microsomes de 2,8 ml, conserv^e a -80°C sous 
forme d'aliquots de 100 microlitres, et qui sert de solu- 
tion stock pour toutes les experiences ddcrites par la 
suite* Pour mesurer la concentration totale en prot^ines 
dans cette solution stock de microsomes on se sert de la 
m^thode de Pierce avec la serumalbumine comme standard. 
La concentration globale en Cytochrome P450 contenu dans 
ces microsomes est mesur^e par spectrophotom6trie diffe- 
rentielle selon la m^thode d^crite par Omura et Sato 
(1964, J. Biol. Chem. 239, pp 2379-2387) qui met en Evi- 
dence la formation du pic caracteristique d* absorption 
autour de 450 nm du Cytochrome P450 reduit aprfes fixation 
d'une molecule de monoxide de carbone sur l f atome fer du 
chromophore, par rapport a la forme reduite du cytochrome 
P4 50 en absence de monoxide de carbone. Plus pr6cis6ment, 
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on repartit dans deux cuvettes spectrophotomdtriques des 
quantit^s dgales de la solution stock de microsomes 
(environ 2 mg de prot^ines toales) diluee 10 fois dans 
un tampon compost de 50 mM Tris-Hcl pH 7,4 et 1 mM EDTA 
5 et a laguelle on a ajout£ auparavant quelques graines de 
dithionite de sodium afin de reduire totalement les cyto- 
chromes P450 presents dans les microsomes et de consommer 
tout oxygene libre dissous dans la solution, Les deux 
cuvettes contenant des quantites £gales de microsomes 

10 reduits servent & faire la ligne de base entre 400 et 
500 nm. On fait ensuite barboter une dizaine de bulles 
de monoxide de carbone dans la cuvette d'essai, ce qui 
mene a la formation du pic d 1 absorption vers 4 50 nm du 
a la fixation du monoxide de carbone & I'ioh fer "du groupe 

15 heme present dans le cytochrome P450, par rapport aux 

microsomes reduits dans la cuve tdmoin. En se servant du 
coefficient d' absorption qui est de 91 mM" .cm pour 
les cytochromes P450 on peut deduire directement de 1' am- 
plitude du pic la concentration totale en cytochromes 

20 P450 contenu dans les microsomes • Dans la figure 4 est. 
mon.tr£ le spectre de difference en presence de monoxide 
de carbone obtenu avec une solution de microsomes 1 0 fois 
dilute de la solution stock, A partir du spectre qui 
montre le pic caracteristique a 453/5 nm, nous avons de- 

25 termini la concentration globale dans les microsomes 

apres induction est de 1,2 micromolaire. La culture de 
coittrole (PES 1-3U) ne montrant dans les m§mes conditions 
exp^rimentales et les memes conditions de sensibilite au- 
cune trace detectable de cytochromes P450 nous pouvons 

3 0 conclure que le pic observe avec les microsomes de la 

culture induite de la souche WRCA doit provenir de l r ex- 
pression de I'ADNc de la CA4H sur le plasmide. 
3.3 Obtention d'un spectre de perturbation de type I 

suite a I'ajout de I'acide tr-ciruiamique aux micro- 

35 somes obtenus a partir de la culture induite de la 
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souche WRCA 

Une des proprieties les plus int^ressantes des cyto- 
chromes P450 est la possibility de pouvoir monitorer 
1* interaction de diffdrentes molecules avec le site actif. 
5 En effet, la force du champ des ligands determine des 

spectres typiques et bien codifies (type I, II ou I in- 
verse) . Les spectres de type I, caractdrisant g^neralement 
1" interaction d'un P450 avec son substrat specif ique, 
sont definis par la formation d'un pic n^gatif vers 

10 420 nm et d'un pic positif vers 390 nm suite & la fixa- 
tion du substrat au cytochrome P450. Afin de fournir une 
preuve supplementaire que le pic & 453/5 nm observe en • 
figure 4 est bien du & la presence de la CA4H de topinam- 
bour dans les microsomes de levure et que la proteines y 

15 est sous une forme active capable de fixer son substrat 

propre, il a et£ tent£ d'obtenir un tel spectre par l'ad- 
jonction du tr-cinnamate aux microsomes. Plus precisement, 
on rdpartit des quantit^s 6gales de la solution stock de 
microsomes (culture induite de la souche WRCA) diluee 

20 10 fois dans un tampon contenant 50 mM Tris-Hcl pH 7,4 

et 1 mM EDTA dans deux cuvettes spectrophotom£triques . En 
presence d'oxyg&ne dissous dans le milieu, on peut^rai- 
sonnablement supposer que les cytochromes P450 dans les 
microsomes sont sous leur forme oxyd^e, ayant fixe de 

25 • I'oxygene- sur le groupe heme. Une ligne de base est faite 
entre 370 et 490 nm avec les deux cuvettes identiques. 
Puis on ajoute & la cuve d'essai du tr-cinnamate a une 
concentration de 100 iaicromolaire, et on realise un 
spectre differentiel absorption (cytochrome P450 oxyde 

3 0 . versus cytochrome P450 oxyd€ plus substrat specif ique) 
entre 370 et 490 nm. Dans la figure 5 est montre l'ob- 
tention d'un spectre de perturbation de type I caracte- 
ristique d'un P4 50 apres fixation de son substrat, en 
utilisant la meme solution stock de microsomes que sous 

3 5 3.2 qui montre bien la formation d'un pic n^gatif impor- 
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tant & 418 nm et d'un pic positif & 390 run aprfes 1'ajout 
du tr-cinnamate. Ce m§me type de spectre diff^rentiel 
a et£ observe apr&s I'ajout du tr-cinnamate & des micro- 
somes de topinambour (Benveniste et Durst, 19 74/ C.R. 
5 Acad, Sc. Paris 278D, pp 1487-1490). Ainsi le polypeptide 
issu de l'ADNc de la CA4H de topinambour poss&de toutes=^ 
les caract^ristiques spectrales d'un cytochrome P450 dans 
ies microsomes de levure et est capable de fixer spdcifi- 
quement le tr-cinnamate comme substrata 
1 o 3.4 Demonstration de la conversion du tr-cinnamate en 
tr-coumarate par une culture de WRCA en milieu ga- 
lactose 

II est indispensable de prouver que le spectre de 
perturbation observee suite a I'ajout du tr-cinnamate aux 

15 microsomes contenant la CA4H de topinambour est correle 
a une activite catalytique de la CA4H qui r6 suite en la 
formation de tr-coumarate. II est egalement trfes impor- 
tant, de prouver que le tr-cinnamate ne rencontre pas de 
barriere de diffusion lors d'une culture de cellules en- 

20 tieres et que le coumarate forme sera accumule dans le 

milieu de culture, en vue d'une application de bioconver- 
sion sur cellules entiferes h l'^chelle industrielle. A 
cette fin 1' experience suivante a &t,6 rdalis^e : 0/5 ml 
d'une pr^culture de WRCA en milieu minimum ont et£ ajout^s 

25 a 2 ml de milieu YPGAL frais contenant 10 microM de tr- 
cinnamate , puis on incube k 27 °C sous agitation mod£ree. 
Apres 6 heures les cellules sont centrifug^es et on pr£- 
leve 1 ml du surnageant auquel on ajoute 1 ml d'une solu- 
tion saturee en NaCl et 1 ml d' acetate d'dthyle. Apres 

30 avoir melange rigoureusement les deux phases sur vortex, 
on sdpare les phases organique et aqueuse par centrifuga- 
tion f et on prel&ve un aliquot de la phase organique (ace- 
tate d'ethyle). On evapore a I'air et on reprend dans une 
solution 10 % methanol. 20 microlitres de l'6chantillon sont separ^s 

35 par HPLC sur colonne C18 en se servant d'un gradient lintSaire. 
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COMPOSITION DU GRADIENT HPLC 



TABLEAU 1 



TEMPS 
(min) 



DEBIT 
(ml/min) 



COMPOSITION 
A(%) B(96) 



0.00 
1.00 
15.00 
15.10 
17.00 



1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 



100 
90 
70 

100 



10 
30 
60 
0 



0.01% TFA 
Acetonitrile 
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Un dtalonnage pr^alable avec du tr-cinnamate et 
du tr-coumarate commercial pur avait d6montre que sous 
les conditions de chromatographie d6crites les deux pro- 
duits sont bien s€par6s. En effet le coumarate sort apr&s 
5 8 minutes environ, tandis que le tr-cinnamate sort apres 
11,5 min. En figure 6 est montr£ le chroma togramme de 
1" £chantillon issu de I 1 experience d^crite ci-dessus. La 
longueur d T onde de detection choisie de 292 run est un 
. compromis ou les deux substances absorbent bien. II est 

10 clairement visible qu'il ne reste plus que des quantit^s 
negligeables et & peine detectables, alors qu'il apparalt 
un seul pic majeur a la position du tr-coumarate. Ainsi i 
est demontrd que le polypeptide issu de l'ADNc vegetal 
clone est bien une enzyme a cytochrome P4 50 sur la base 

15 de ses propriet^s spectrales et que son activite cataiy- 
tique est 1 ' hydroxylation du tr-cinnamate en position 
quatre pour former le tr-coumarate/ sans apparition de 
produits secondaires . Le tr-cinnamate est apparemment 
accessible aux cytochromes P450 intracellulaires , tandis 

20 que le produit de transformation est retrouv^ dans le 

surnageant. Ni substrat, ni le produit de la conversion 
sont apparemment toxique pour la levure . 
3.5 Determination de la constante d'affinitd de la CA4H 
pour le tr-cinnamate dans les microsomes de levure 

25 L ' amplitude totale observ^e entre le maximum po- 

sitif a 370 nm et le pic n^gatif & 418 nm dans un spectre 
de perturbation de type I, varie en fonction du substrat - 
spdcifique ajoute lorsque le substrat est en concentra- 
tion limit ante par rapport aux cytochromes P4 50 capable s 

3 0 de fixer ce substrat presents dans les microsomes. Si 

l'on reporte les valeurs inverses des amplitudes d'absorp 
tion mesurees dans un spectre de perturbation de type I 
en fonction de la valeur inverse des concentrations crois 
• santes de substrat ajoute (representation de Lineweaver- 

35 Burk) , on obtient une droite et la constante d'af finite 
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du cytochrome P450 considdre pour son substrat specif ique 
peut etre calculi directement & partir du point d' inter- 
section de la droite avec I'axe X. En figure 7 est montr£§' 
une representation de Lineweaver-Burk en report ant la va- 
5 riation de 1' amplitude d 1 absorption dans un spectre de 
type I en fonction du tr-cinnamate ajout£ en quantit^s 
croissantes & des microsomes oxydds issus d* une culture 
induite de la souche WRCA. Les conditions exp^rimentales 
etant identigues a celles d^crites sous 3.3 & l f exception 

10 des concentrations en tr-cinnamate utilis^es allant de 
0,2, 1,0, 3,0, 10,0 & 30,0 microM, elles ne seront pas 
reprises ici. La constante d 1 affinity de la CA4H de topi- 
nambour dans les microsomes de levure en presence de la 
P4 50 Reductase endogene de levure ainsi mesur^e est de 

15 2,2 microM, ce qui est en excellente concordance avec les 
valeurs obtenues avec des microsomes de topinambour qui 
varient entre 1 et 1 0 microM selon les preparations (F. 
Durst, communication personnelle) , II est done Evident 
que la levure S . cer • f ournit 1 1 environnement similaire a 

20 celui de la plante pour l f expression efficace de la CA4H . 
3.6 Determination de l'efficacit£ de couplage entre la 
P45 0 Reductase de levure et la CA4H de topinambour 
dans les microsomes de la souche WRCA 

Les cytochromes P4 50 ne sont pas autosuf f isants 

25 pour effectuer 1 'hydroxylation de leurs substrats. Le com- 
plexe enzymatique actif est constitud de deux composants, 
le cytochrome P4 50 et la P450 Reductase, qui assure la 
chalne de transport des electrons ndcessaires & 1' hydro- 
xylation du NADPH vers le Cytochrome P450. En cas de cou- 

30 plage parfait (illustrd en figure 8) on observera done 
la consommation d'une molecule de NADPH par molecule de 
produit forme. Aucun cytochrome P450 v£g6tal n'ayant ja- 
mais ete exprime chez la levure, il est primordial de 
s 1 assurer que la levure f ournit 1 1 environnement r^ducteur 

35 ad^quat a l'activite enzymatique de la CA4H de topinambour. 
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Dans ce but 1' experience suivante a 6t6 r£alis6e : un 
melange rdactionnel constitu£ de 6 nM de CA4H (dilution 
1 pour 200 de la solution stock de microsomes) dans un 
tampon phosphate 5 0 mM pH 7,4 et de NADPH rdduit 0,1 mg/ml 
5 est reparti a parts egales dans deux cuvettes spectropho- 
tometriques. La quantite de NADPH r^duit dans les deux 
cuves etant identique, 1' absorption dif f £rentielle ini- 
tiale mesurde a 3 50 nm est z^ro. Puis on ajoute a la cu- 
vette d'essai du tr-cinnamate & la concentration finale 

10 de 10 microM. En cas de couplage parfait on doit enregis- 
trer a 350 nm une diminution d 1 absorption correspondant 
a la consoiranation d'une quantity £quivalente de NADPH. 
En figure 8 est montr£ 1 ' enregistrement de cette expe- 
rience. L f ajout de 10 nmoles de tr-cinnamate resulte en 

15 une diminution de l 1 absorption initiale dans la cuve d'es- 
sai de 0,06 OD. 

En se servant du coefficient molaire du NADPH re- 
duit (6200 M~ 1 cm" 1 ) il est facile de convertir la varia- 
tion d' absorption en moles NADPH oxydes. En effet, apres 

20 I'ajout de 10 nmoles de tr-cinnamate 9,7 nmoles de NADPH 
ont 6te oxydes, ce qui resulte en un facteur de couplage 
de 1,03. II est done evident que la P450 Reductase de la 
levure est capable de parfaitement assurer la chalne de 
transport des Electrons vers la CA4H de topinambour afin 

25 de le faire fonctionner. 

3.7 Determination de la vitesse maximale de conversion 
de la CA4H dans les microsomes de levure ainsi que 
le Km 

La vitesse maximale de conversion du cytochrome 
30 P450 vegetal mesuree dans les microsomes de levure est 
une valeur tres . importante pour apprecier si S. Cer est 
un outil industriel intdressant pour y realiser des bio- 
conversions a l'aide de cytochromes P450, la vitesse de 
la reaction enzymatique etant un des criteres principaux.. 
35 Ceci d'autant plus que les cytochromes P4 50 de mammiferes 
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sont connus pour Stre des enzymes dites" lentes" . Dans 
La meme experience on determinera £galement la constante 
de Michaelis, qui donne la concentration en substrat ne- 
cessaire pour que la CA4H fonctionne £ 50 % de sa Vitesse 
5 maximale . Sous 3.6 il a 6t6 d^montrd que l'efficacite de 
couplage entre la P450 Reductase de levure et la CA4H 
exprime par la relation de NADPH consomm^ pour substrat 
converti est tres voisin de 1 . De ce fait il est possible 
de suivre 1' activity de la CA4H en fonction de la concen- 

10 tration du tr-cinnamate ajout£ par la Vitesse de consomma- 
tion du NADPH. En effet, le NADPH reduit absorbe fortement 
a une longueur d'onde de 34 0 nm (coefficient d 1 absorption 
molaire - 6200) et la pente de la variation de 1' absorp- 
tion dans le temps est directement proportionnelle a la 

15 vitesse de la transformation du tr-cinnamate en coumarate 
par la CA4H. Neanmoins afin d'dviter des interferences 
avec le coumarate forme qui absorbe faiblement a 34 0 nm, 
les mesures seront effectuees a 35 0 nm, une longueur 
d'onde ou seul le NADPH reduit montre une forte absorption. 

2 0 Plus precisement, on realise un melange reactionnel, 

constitue d'une dilution 200 fois (concentration finale 
en CA4H est de 6 nM) de la solution stock de microsomes 
dans un tampon phosphate 50 mM I pH 7,4 et du NADPH re- 
duit en excfes k 0 f 1 mg/ml. Ce melange est reparti a par- 
25 ties £gales dans deux cuvettes spectrophotometriques , on 
ajoute des concentrations croissantes de tr-cinnamate au 
temps z£ro, puis on suit par spectrophotom^trie differen- 
tielle la diminution de 1' absorption initiale a 3 50 nm 
dans le temps dans la cuve d'essai par rapport a la cuve 

3 0 temoin. On a effectue les enregistrements de cette expe- 

rience pour des concentrations en tr-cinnamate de 0, 0,4, 
0,8, 1,6, 3,2, 6,4, 12,6 et 25 microM. A partir des pentes 
obtenues, il est done possible de les convertir directement 
en activite CA4H et de r^aliser une representation selon 
35 Lineweaver-Burk en reportant I 1 inverse des activite s CA4H 
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mesurees en fonction de 1 1 inverse de la concentration, 
de tr-cinnamate ajout^e au milieu r^actionnel. Le point 
d 1 intersection de la droite ainsi obtenue (figure 9 avec 
l'axe Y donnent la valeur de la Vitesse maximum de con- 
5 version de la CA4H, tandis que le point d 1 intersection 
avec l'axe X donne la valeur du Km. La Vitesse maximale 
in vitro de 400 + /- 50 min~ 1 est la plus grande obtenue 
a ce jour pour un P450 eucaryotique ce qui montre bien que 
dans un contexte g^netique oia il est possible de surexpri- 

10 mer simultanement la P450 Reductase de levure et la CA4H, 
S. cer. fournit le meilleur environnement connu actuelle- 
ment afin de faire fonctionner de fagon tres efficace 
un cytochrome P450 v£g£tal . Sur la base des activites me- 
surees in vitro, la souche WRCA est un excellent candidat 

15 pour realiser la bioconversion du tr-cinnamate en couma- 
rate par la CA4H a l'echelle industrielle . Dans ce sens 
la valeur tres basse du Km de 1 , 2 microM acquiert toute 
son importance/ puisque de faibles concentrations intra- 
cellulaires en tr-cinnamate de l'ordre micromolaire suf- 

20 fisent pour faire tourner la CA4H a plein regime. 

3.8 Mesure directe de la Vitesse maximale de conversion 
de la CA4H sur des microsomes de WRCA 

La mesure de la consommation de NADPH est certaine- 
meat tres appropride au niveau experimental, mais ne 

25 constitue qu'une preuve indirecte de l'activite enzyma- 

tique de la CA4H. II reste done trfes important de valider 
les resultats ainsi obtenus sous 3.7 par des mesures 
d'activite reelle, e'est-a-dire les valeurs comparables 
pour la vitesse maximale de conversion de la CA4H doivent 

3 0 etre retrouvees lorsqu'on suit l 1 activity enzymatique par 
la mesure de la quantite de tr-coumarate forme. A cette 
fin 1' experience suivante a ete realis^e : un melange 
r^actionnel de 1 ml contenant 5 0 mM tampon phosphate 
pH 7,4, 50 microM tr-cinnamate, 0,1 mg/ml NADPH et 

3 5 12 pinoles de CA4H (dilution 1 pour 1000 de la solution 
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stock de microsomes) est prdpar£ sur la glace- Les micro- 
somes sont ajout^s en dernier lieu, puis la reaction est 
ddmarre en plagant le milieu r^actionnel complet & 37 °C. 
La reaction est arret^e aux temps indiqu^s au tableau 2, 
5 par prel&vement d'un echantillon de 50 microlitres auquel 
on ajoute 2,5 microlitres de 1 1 acide trif luoroacetique, 
puis on s£pare par HPLC dans les conditions d^crites ci- 
dessus. La figure 10 montre la cin^tique de la formation 
du coumarate en se servant des valeurs du tableau 1 . En 

10 effet dans une initiale de 6 minutes oil le substrat est 
en exces, la formation de tr-coumarate est lin^aire dans 
le temps et decline rapidement ensuite pour atteindre le 
plateau apres 15 minutes seulement. Ceci se traduit par 
un rapide d^clin de la vitesse maximale quand le substrat 

15 commence a devenir limitant. II est tres important a-noter 

que la valeur de la vitesse maximale de conversion de la 

— 1 

CA4H est de 350 min lorsque le substrat est en exces, 
une valeur qui est en parfaite concordance avec les va- 
leurs trouv^es par test indirect, ce qui renfbrce les 
20 commentaires faits sous 3.7. 



TABLEAU 2 





Incubation, (min.) 


tr-coumarate 
(n moles) 


Activity specifique 
(min -1 ) 




25 


0 


0 








3 


13 


350 






6 


25 


350 






10 


32 


265 






15 


41 


221 




30 


15' 50 


46 


n.d 






25 


44 


n.d 
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4, ProcEdE de bioconversion mettant en oeuvre une souche 
de levure surexprimant la P450 Reductase endogene 
ainsi qu'un cytochrome P450 vEgEtal. Exemplification 
par la production de tr-coumarate £ partir du tr- 
5 cinnamate sur cellules entiferes contenant la CA4H 

de topinambour. 

Une culture de 200 ml dans un erlenmeyer de 1 L 
de la souche WRCA est incubee & 27 °C sous agitation vi- 
goureuse (200 rpm) dans un milieu YPGAL jusqu'^ 5 DO 

10 (phase stationnaire de saturation). A ce moment on ajoute 
du cinnamate a une concentration finale de 100 microM, 
puis on continue l 1 incubation. On prElfeve des Echantillons 
de 100 microlitres au moment de I'ajout du tr-cinnamate 
et puis 1, 10, 30, et 100 minutes apr&s I'ajout. Puis on 

15 procfede a l 1 extraction selon les mEthodes dEcrites sous 
3.3, et on analyse les echantillons par chromatographie 
HPLC (voir 3.3). La longueur d'onde d 1 analyse est volon- 
tairement choisie a 314 nm, une longueur d.'onde ou I 1 ab- 
sorption du tr-coumarate est presque maximale tandis que 

20 le tr-cinnamate n'absorbe que tr&s peu. L 1 amplitude des 
pics d' absorption n'est par consequence pas identique 
pour une meme concentration de tr-cinnamate et du tr-cou- 
marate. Le but de cette experience Etant de quantifier 
Involution de la quantity de tr-coumarate trouvee dans 

25 le milieu de culture en fonction du temps, une Echelle 

de concentrations connues de tr-coumarate a 6t6 utilisee 
pour la. calibration, permettant de traduire 1' amplitude 
du pic de coumarate en concentration ou en nombre de mole- 
cules de tr-coumarate f ormE . La superposition de 4 chro- 

30 matogrammes a ete realisEe sur les 4 Echantillons prEle- 
ves aux temps indiques ci-dessus. II est Evident que tres 
vite apres I'ajout du tr-cinnamate, on peut deceler des 
quant it 6s importantes dans le milieu de culture sans appa- 
rition de produits secondaires. Vu la valeur de la cons- 

35 tante d' affinity de la CA4H pour le tr-cinnamate qui est 
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de l'ordre micromolaire, il est clair que au mo ins 95 % 
du subs tr at initialement present dans la culture seront 
transform^ en tr-coumarate avant que la concentration 
devienne limitante. Le fait de retrouver des quantit^s 
5 importantes de tr-coumarate rapidement dans le milieu de 
culture laisse supposer que le tr-cinnamate diffuse suf- 
fisamment vite dans la cellule pour que la CA4H puisse 
fonctionner & plein regime, et aussi que le produit form£ 
n'est pas retenu ou metabolise dans la levure mais excrete 

10 dans le milieu. Ceci rend faisable la recuperation puis la 
purification du produit lors d'une bioconversion & l'e- 
chelle industrielle, mais explique aussi l f apparente ino- 
cuite du coumarate pour la cellule. II est en effet peu 
probable d'obtenir en grande quantity un produit par bio- 

15 conversion s'il est accumuie & 1 ' interieur de la cellule. 
Sur labase des pics observes en figure 11 la productivity 
calcuiee est de 10 micromoles de coumarate formes /minute . 
litre de culture. En figure 11 est montree une cindtique 
qui reporte le nombre de tr-coumarate formde par cellule 

20 de levures (calcule a partir des chromatogrammes) en fonc- 
tion du temps . II est clair que ce processus de bioconver- 
sion est tout-^-fait stable dans le temps. Ceci est un 
critere essentiel pour 1 ' application de la souche WRCA 
pour tin procdde industriel d'obtention de tr-coumarate 

25 par bioconversion. En extrapolant cette frappante stabili- 
ty de la CA4H de topinambour dans la levure par rapport 
a d'autres cytochromes P450 de mammif^res la productivity 
citee ci-dessus sera d 1 environ 10 grammes de coumarate 
forme par jour et par litre de culture dans des conditions 

30 de labor atoire. Ces valeurs peuvent raisonnablement etre 
ameliorees d'un facteur 5 lors d'un procede de fermenta- 
tion industriel. 
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REVINDICATIONS 

1) Souche de levure permettant la co-expression d'une activite 
- mono-oxygenase de cytochrome P450 heterologue et d'une NADPH- 

cytochrome P450-reductase endogene ou heterologue, caracterisee en ce 
5 que Tun des genes de la NADPH-cytochrome P450-reductase ou du 
cytochrome P450 est integre dans le chromosome de ladite souche, et, la 
souche est transformee par un vecteur portant une cassette d'expression 
de l'autre gene. 

2) Souche de levure selon la revendication 1 permettant la co- 
10 expression d'une activite mono-oxygenase de cytochrome P450 

heterologue et d'une NADPH-cytochrome P450-reductase endogene ou 
heterologue, caracterisee en ce que le gene de la NADPH-cytochrome P450- 
reductase est integre dans le genome chromosomique de ladite souche et la 
souche est transformee par un vecteur portant une cassette d'expression 
15 du gene de cytochrome P450 microsomal heterologue. 

3) Souche selon Tune des revindications 1 ou 2, caracterisee en ce 
que ledit vecteur est un vecteur d'integration ou un vecteur replicatif. 

4) Souche selon la revendication 3, caracterisee en ce que ledit 
vecteur est un vecteur replicatif. 

20 5) Souche selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 

que le cytochrome P450 microsomal heterologue est d'origine vegetale. 

6) Souche selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 

que le cytochrome P450 microsomal heterologue est la proteine CA4H de 

topinambour Heliantus tuberosus . 
25 7) Souche selon Tune des revendications 14 6, caracterisee en ce 

que ledit cytochrome P450 est la proteine CA4H de topinambour Heliantus 

tuberosus . 

8) Souche selon Tune des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 
que ledit gene dudit cytochrome P450 est un gene hybride. 
30 9) Souche selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 

que la NADPH-cytochrome P450-reductase est la NADPH-cytochrome P450- 
reductase endogene de levure. 

10) Souche selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce 
que ledit gene de la NADPH-cytochrome P450-reductase consiste dans la 
35 sequence d'ADNc codant pour la NADPH-cytochrome P450-reductase 
heterologue. 
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11) Souche selon Tune des revendications 1 k 10, caracterisee en ce 
que ledit g&ne de la NADPH-cytochrome P450-reductase est celui d'une 
NADPH-cytochrome P450-r6ductase d'origine vegetale. 

12) Souche selon la revendication 11, caracterisee en ce que la 
5 NADPH-cytochrome P450-reductase est une NADPH-cytochrome P450- 

reductase d' Arabidopsis thaliana. . 

13) Souche selon l'une des revendications 1 Si 12, caracterisee en ce 
que la NADPH-cytochrome P450-reductase est une NADPH-cytochrome 
P450-reductase de topinambour Heliantus tuberosus . 

10 14) Souche selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en ce 

que le gene de la NADPH-cytochrome P4S0-reductase est integre dans le 
locus de la NADPH-cytochrome P450-reductase endogene. 

15) Souche de levure selon Tune des revendications 1 a 14, 
caracerisee en ce que la levure est choisie parmi les genres 

15 Saccharomvces. Hansenula. Kluvveromvces. Pichia. et Yarrowia. 

16) Souche selon la revendication 15, caracterisee en ce que la 
levure est du genre Saccharomvces cerevisiae . 

17) Souche Tune des revendications 1 a 16, caracterisee en ce que 
dans ledit vecteur d'expression le gene de cytochrome P450 est mis sous le 

20 controle d'un promoteur inductible. 

18) Souche selon la revendication 17, caracterisee en ce que ledit 
vecteur est le vecteur pYEDP60. 

19) Souche selon Tune des revendications 1 a 18, caracterisee, en ce 
que le gene de NADPH-cytochrome P450-reductase est place sous le 

25 controle d'un promoteur heterologue inductible. 

20) Souche selon Tune des revendications 1 a 19, caracterisee en ce 
que le gene de NADPH-cytochrome P450-reductase et le gene de 
cytochrome P450 sont places sous le controle d'un meme promoteur 
inductible. 

30 21) Souche selon Tune des revendications 17 a 20, caracterisee en ce 

que ledit promoteur inductible est le promoteur GAL10/CYC1. 

22) Souche selon l'une des revendications 1 a 21, caracterisee en ce 
que ladite souche est obtenue a partir de la souche PES 1-3-U deposee a la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) sous le n c I- 

35 1187. 
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23) Souche selon Tune des revendications 1 a 22, caracterisee en ce 
que ladite souche est la souche WRCA obtenue par transformation de la 
souche PES 1-3-U par le vecteur pCA4H/YeDP60. 

24) Souche de levure selon Tune des revendications 1 & 23, 
5 caracterisee en ce qu'elle permet la co-expression de la NADPH- 

cytochrome P450-reductase et du cytochrome P450 dans un rapport 
moiaire NADPH-cytochrome P450-r6ductase/cytochrome P450 optimum 
qui est entre 1/3 et 1/10. 

25) Procede de co-expression chez une levure de l'activite mono- 
10 oxygenase de cytochrome P450 microsomal h6t6rologue et de NADPH- 
cytochrome P450 endogene ou h^terologue, caracterise en ce qu'on 
cultive dans un milieu de culture approprie une souche selon Tune des 
revendications 1 a 24. 

26) Utilisation a des fins de biocon version d'une souche de levure 
15 selon Tune des revendications 1 & 24. 

27) Procede de bioconversion destine a la monoxydation specifique 
d'un compose substrat d'un cytochrome P450, caracterise en ce qu'on 
convertit un milieu contenant ledit compose ou un precurseur avec Tune 
des souches selon l"une des revendications 1 a 24, exprimant Tactivite 

20 monoxygenase dudit cytochrome P450 et en ce qu'on recupere ledit 
compose substrat monoxygene. 

28) Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que ledit 
milieu est un milieu de culture. 

29) Procede de bioconversion selon Tune des revendications 27 ou 
25 28, caracterise en ce que la monoxygenation est une hydroxylation 

stereospecifique. 

30) Procede selon la revendication 29, caracterise en ce que le 
cytochrome P450 est la CA4H, le compose substrat est le trans-cinnamate, 
et on recupere le trans-coumarate. 

30 31) Sequence d'ADNc codant pour le cytochrome P450 CA4H de 

topinambour Heliantus tuberosus. 

32) Sequence d'ADNc selon la revendication 30 telle que 
representee a la figure 1. 

33) Sequence d'ADNc s'hybridant dans des conditions faiblement 
35 stringentes a 50°C et/ou presentant au moins 60 % d'homologie avec 1'une 

des sequences selon la revendication 31 ou 32. 
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